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Nederlandse samenvatting
Alle levende cellen zijn omgeven door een celmembraan. Dit membraan
bestaat voornamelijk uit lipiden en eiwitten. Lipiden zijn moleculen die
een hydrofobe (water afstotende) staart en een hydrofiele (water
aantrekkende) kop bevatten. Door dit karakter zullen lipiden in een waterig
milieu zieh rangschikken met de kop naar de water fase en de
vetzuurstaarten naar elkaar gericht zodanig dat deze apolaire staarten niet
blootgesteld worden aan de waterige omgeving. Dit levert een dubbellaag
(bilaag) op zoals weer gegeven in Fig. 1. In deze bilaag bevinden zieh de
eiwitten welke geheel zijn ingebed in de bilaag dan wel gebonden zijn op
het grensvlak van de bilaag.
eiwitten
bilaag
Fig. 1 Schematische weergave van de bilaag van een celmembraan.
De fosfolipiden van de plasmamembraan van cellen zijn asymmetrisch
verdeeld. De choline-houdende fosfolipiden, fosfatidylcholine (PC) en
sphingomyeline (Spm) zijn voornamelijk gesitueerd in de buitenste
monolaag van het membraan terwijl de aminofosfolipiden
fosfatidylethanolamine (PE) en fosfatidylserine (PS) zieh ophouden in
binnenste monolaag. Deze asymmetrische verdeling wordt zeer
nauwkeurig gereguleerd omdat veranderingen aan het membraan
oppervlak gevolgen hebben voor fysiologische processen die zieh afspelen
aan het oppervlak van dit membraan. De transbilaag beweging van lipiden
over het membraan wordt gefaciliteerd door tenminste een drietal
eiwitten: 1. de aminofosfolipiden translocase, verantwoordelijk voor het
naar binnen transporteren van de aminofosfolipiden, 2. de 'floppase',
verantwoordelijk voor het uitwaardse transport van alle fosfolipiden, en 3.
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de zogenaamde 'scramblase', een eiwit dat de beweging eveneens van alle
lipiden in beide richtingen over het membraan versneld ('scramblase' is
afgeleid van het engeise 'to scramble' dat 'roeren' of 'mengen' betekent).
Terwijl de aminofosfolipiden translocase en de floppase van belang zijn
voor het instandhouden van een asymmetrische verdeling van de lipiden
over het membraan, leidt activatie van de scramblase tot het opheffen van
deze asymmetrisch verdeling.
De studies die beschreven staan in dit proefschrift beogen meer inzicht te
verschaffen in de mechanismen die verantwoordelijk zijn voor zowel de
instandhouding als het verlies van membraan lipiden asymmetric
Hoofdstuk 1 en 2 geven een overzicht van de huidige kennis over het
instandhouden en het opheffen van de fosfolipiden asymmetrie in de
plasmamembraan. Met name de rol van de verschillende lipiden
transporters wordt onder de loep genomen. Het opheffen van de lipiden
asymmetrie heeft als belangrijkste consequentie het exposeren van PS in
de buitenste monolaag van de membraan. De aanwezigheid van PS op het
buitenoppervlak van de celmembraan is belangrijk voor een efficiente
bloedstolling, maar dient daarnaast als herkenningsmolecuul voor
macrofagen bij het verwijderen van dode of oude cellen.
Het activeren van de scramblase door verhoging van de intracellulaire
calcium concentratie leidt tot het homogeniseren (scramblen) van alle
lipiden over beide membraanhelften. In de studies beschreven in hoofdstuk
3 wordt getracht ondersteuning te vinden voor een porie-model als
mechanisme voor een versneide beweging van de lipiden. Hierbij wordt
voorgesteld dat het fosfolipid met de polaire kop door een polair kanaal
over het membraan beweegt, terwijl de vetzuurstaarten in de hydrofobe
matrix blijven. Door verandering van de kopgroep van de lipiden konden
we -in overeenstemming met dit model- laten zien dat de snelheid en
mate van transbilaag beweging door de scramblase afhankelijk is van
onder meer de grootte van de polaire kop van de lipiden. Tevens bleek de
aanwezigheid van een amino-groep belangrijk voor de kinetiek van de
transbilaag beweging van lipiden: verandering van de kopgroep van PE
door methylering resulteerde in een Sterke verandering van de
transporteigenschappen van het betreffende lipid.
Het Scott syndroom is een ziekte die veroorzaakt wordt door een defecte
scramblase activiteit waardoor onvoldoende PS wordt geexposeerd tijdens
activatie van bloedplaatjes. Het belangrijkste gevolg van deze verminderde
PS expositie is een vertraagde bloedstolling. De defecte scramblase
activiteit in Scott syndroom is niet beperkt tot bloedplaatjes, maar is ook
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aanwezig in de rode en witte bloedcellen van deze patienten. De
waarneming dat Scott cellen -in tegenstelling tot controle cellen- na
behandeling met calcium/ionofoor een sterk verminderd tyrosine
fosforyleringspatroon vertonen, leidde ons ertoe te onderzoeken of er een
directe relatie bestaat tussen dit tyrosine-fosforyleringsdefect en de
gestoorde lipiden scrambling. Fosforylering van eiwitten wordt
bewerkstelligd door kinases, enzymen die fosfaatgroep(en) koppelen aan
bepaalde aminozuurresiduen van eiwitten, bijv. tyrosine-, threonine-, of
serine-residuen. Door fosforylering treden er veranderingen op in het eiwit
waardoor het eiwit actief kan worden. Defosforylering, gekatalyseerd door
in de eel aanwezige fosfatasen, kunnen deze activatie weer ongedaan
maken. Hoewel een tyrosine-fosforyleringsdefect bij Scott werd
waargenomen, heeft het onderzoek als beschreven in hoofdstuk 4 laten
zien dat een causaal verband tussen de twee defecten onwaarschijnlijk is.
De floppase werd in 1990 voor het eerst gepostuleerd door Connor and
Schroit. Zij lieten zien dat er een uitwaardse beweging was van zowel
choline- als aminofosfolipiden. Deze beweging bleek ATP afhankelijk en
te remmen door temperatuurverlaging.
In hoofdstuk 5 en 6 worden de experimenten besproken die hebben geleid
tot het identificeren van dit eiwit. Hiervoor werd onder meer gebruik
gemaakt van erythrocyten 'ghosts' verkregen door osmotische lysis van
rode bloedcellen, gevolgd door resealing van de membraan. Experimenten
met deze erythrocyten "ghosts" leidden ons naar een component in het
cytoplasma welke, naast ATP, nodig bleek te zijn voor de activiteit van de
floppase. Deze component bleek geoxideerd glutathion (GSSG) te zijn.
Mede op basis van deze waarnemingen werd MRP1, een van de eiwitten
uit de familie van multidrug resistance proteins, onderzocht als kandidaat
voor de floppase. Het gebruik van specifieke remmers van MRP1
resulteerde in een vrijwel volledige blokkade van de uitwaardse beweging,
overigens zonder beinvloeding van de aminofosfolipiden translocase
activiteit. Omdat dit indirect bewijs was dat inderdaad MRP1
verantwoordelijk is voor de waargenomen floppase activiteit werden er
proeven uitgevoerd met rode bloedcellen van muizen, deficient in een of
meerdere multidrug resistance proteins. Hiervoor werden zogenaamde
'knock-out' muizen gebruikt, waarbij het gen voor het betreffende eiwit is
uitgeschakeld. MRPl-deficiente rode bloedcellen toonden een volledige
afwezigheid van het uitwaardse transport, terwijl rode bloedcellen van
muizen deficient voor MDRl en 2 geen verandering ten op ziehte van de
controle cellen lieten zien. Dit leidde tot de conclusie dat -althans in rode
bloedcellen- MRP1 verantwoordelijk is voor de floppase activiteit.
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Omdat het bestuderen van transbilaag bewegingen in bovengenoemde
experimenten verricht werd met behulp van lipiden probes, rees de vraag
of MRP 1 in Staat is ook de endogene lipiden te transporteren. Een manier
om de beweging van endogene lipiden te bestuderen is gebruik te maken
van fosfolipases. Tot op zekere hoogte kunnen deze enzymen de buitenste
lipidenlaag afbreken zonder verlies van membraanintegriteit. Door de
afbraak van lipiden in cellen waarin MRP1 geremd is te vergelijken met de
afbraak in controle cellen zonder deze remmer, kan informatie worden
verkregen over een eventuele herverdeling van de endogene lipiden en
daarmee de rol van MRP1. Remming van MRP1 bleek inderdaad een
verschuiving te veroorzaken in de verdeling van PC en Sph over het
membraan. Echter, de verdeling van de aminofosfolipiden werd niet
beinvloed. De meest waarschijnlijke verklaring hiervoor is dat de
aminofosfolipiden translocase activiteit niet werd beinvloed door de
gebruikte remmers. Geconcludeerd wordt dat MRP1 zeer waarschijnlijk
verantwoordelijk is voor het uitwaardse transport van endogene lipiden
over het membraan van de rode bloedcel.
Daarmee wordt de eerdere opvatting, als zou de aanwezigheid van choline-
houdende fosfolipiden in de buitenste helft van de membraan het gevolg
zijn van een compensatie voor het aminofosfolipiden transport naar
binnen, minder waarschijnlijk. De samenwerking van de
aminofosfolipiden translocase en MRP1 resulteert in een asymmetrische
verdeling van de lipiden van de celmembraan zoals men die in de rode
bloedcel aan treft. Opheffen van de lipiden asymmetrie is niet louter het
uitschakelen van deze twee eiwitten, maar vereist een mechanisme dat,
afhankelijk van de intracellulaire calcium-ionen concentratie, de
scramblase aanzet en de lipiden randomiseert. Overigens sluiten de hier
gepresenteerde studies geenszins uit dat er nog andere eiwitten een rol
speien in de regulatie van transbilaag lipiden verdeling.
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